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を形成することで転写因子として働くタンパク質である 3, 4。 
HIF-αには現在、HIF-1α5、HIF-2α6、HIF-3α7 の3つのアイソフォームが知られており HIF-1α
はがん細胞を含めほぼ全身に発現している。 HIF-1αのタンパク質は、2つの転写活性化ド
メインである NAD（N-terminal transactivation domain）と CAD（C-terminal transactivation 
domain）、酸素依存性分解ドメインである ODDD（oxygen-dependent degradation domain）、






























遺伝子をFigure 1-3に示した。Cyclin G2、IGF（Insulin-like growth factor）、TGF（transforming 
growth factor）などの増殖因子や、ADM（adrenomedulin）やNOS（nitric oxide synthase）に
よる血管拡張作用が誘導されることで細胞増殖や生存につながる。GLUT（glucose 
transporter）、HK（hexokinase）、ENO（enolase）、PGK（phosphoglycerate kinase）、LDHA（lactate 
dehydrogenase A）、PKM（pyruvate kinase M）、PKFL（phosphofructokinase L）などの発現の
亢進によって細胞内での糖代謝によるエネルギー産生が促進される。VEGF（vascular 
endothelial growth factor）、ENG（endoglin）、LEP（leptin）などの発現が亢進されることで血


















（Heat Shock Protein）90を阻害することで HIF-1αタンパク質を不安定化させ分解に導く
17AAG28、当研究室で開発された HSP60を阻害する GN2636129, 30、HIF-1 と転写コアクチ
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Figure 2-1. GN02707の合成方法 
 
そこで類似の骨格を持ち、構造展開の容易なインデノピラゾール化合物 4に着目した。化

























Reagents and conditions: (a) LiHMDS, THF, R.T. (b) H2NNH2
.H2O, AcOH, reflux. (c) 
Tetramethylthiuram Disulfide, EtOH, reflux. (d) conc HClaq, reflux. 
20 
 





















イによって合成したインデノピラゾール化合物の生物活性評価を行った。（Table 2-1 ）。 
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HCT116 HepG2 PC3 HeLa HeLa
4a 17.5 ± 2.3 24.2 ± 6.5 >30 17.6 ± 1.8 >30
4b 2.34 ± 0.01 5.2 ± 1.7 21.7 ± 4.9 1.62 ± 0.06 >30
4c <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 >30
4d 1.54 ± 1.9 15.4 ± 1.3 >30 13.4 ± 1.3 >30
4e 0.57 ± 0.04 0.75 ± 0.05 3.2 ± 0.5 0.57 ± 0.02 >30
4f <0.1 0.24 ± 0.01 0.72 ± 0.09 <0.1 >30
4g 5.2 ± 0.7 11.2 ± 0.2 22.3 ± 2.3 8.5 ± 0.4 >30
4h 3.1 ± 0.2 9.1 ± 1.2 28.8 ± 2.2 2.62 ± 0.02 1.4 ± 0.6
4i 2.2 ± 0.2 6.8 ± 1.3 >30 2.9 ± 0.1 6.1 ± 0.4
4j 0.73 ± 0.03 3.8 ± 0.7 >30 1.81 ± 0.08 3.2 ± 0.6
4k 6.9 ± 0.4 12.7 ± 0.9 23.7 ± 2.8 5.8 ± 0.4 0.27 ± 0.07
4l 2.1 ± 0.1 3.7 ± 0.3 25.4 ± 2.1 1.84 ± 0.02 0.014 ± 0.006
- - - - 1.5 ± 0.7














































































Figure 2-6. インデノピラゾール化合物4lによるHIF-1αとHIF-1βの二量体形成への影響 
HIF-1αとHIF-1βの二量体の形成を抗HIF-1α抗体を用いた免疫沈降法を用いて解析した。全


























































  THF 和光純薬株式会社   DMF 和光純薬株式会社 
試薬 特に記載のない限り、市販のものを用いた。 
 




1H NMR、13C NMR Bruker biospin AVANCE I (400 MHz) 




IR   JASCO FT/IR-4100 
MASS  Shimadzu LCMS-2010EV 
Bruker Daltonics micro TOF-15 focus 
HPLC  島津高速液体クロマトグラフ(RID-10A, SPD-10A VP, SCL-10A VP,  
LC-10AT VP, FCV-10AL VP, DGU-20A3) 
使用カラムHiber LiChrosorb Si60 5 μm (Cica-MERCK) 




3,4-ethylenedioxyaniline (1.50 ml, 8.0 mmol)とtetramethylthiuram disulfide(2.16 g, 9.0 mmol)を 
EtOH (40 ml)に溶かし、一晩加熱還流した。冷却後conc. HCl (2.0 ml)を加えて、6時間加熱
還流した。反応溶液に四塩化炭素を加えて抽出し、炭酸カリウムを加えた後に有機溶媒を
除去した。得られた残渣をカラムクロマトグラフィー（ヘキサン）で精製し、 
6-isothiocyanato-2,3-dihydrobenzo[b][1,4]dioxine (4f) を白色固体で得た(0.728 g, 4.05 mmol, 
51%)。 
mp: 62-63 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.81 (1H, d, J = 8.4 Hz), 6.76-6.72 (2H, m), 4.27-4.24 
(4H, m); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 143.7, 143.1, 134.0, 123.9, 119.1, 117.9, 114.7, 64.3, 64.3; 
IR (KBr) 3061, 2979, 2937, 2879, 2166, 2139, 1847, 1583, 1501, 1315, 1291, 1065, 891, 866, 800 
cm-1; Anal. Calcd for C9H7NO2S: C: 55.94, H: 3.65, N: 7.25, O: 16.56, S16.59, found, C: 55.94, H: 




文献既知の化合物である。窒素雰囲気下、1-indanone (3a) (0.1 g, 0.76 mmol) と phenyl 
isothiocyanate (4a) (0.093 ml, 0.78 mmol) をTHF（5 ml）に溶かした。1.6 M n-BuLi ヘキサン
溶液 (0.475 ml, 0.76 mmol) とHMDS (0.16 ml, 0.76 mmol) を0 ºCで30分撹拌して調製した
LiHMDSを反応溶液に室温で滴下した。室温で 12時間撹拌した後、反応溶液に hydrazine 
(0.037 ml, 0.76 mmol) と酢酸 を加え、24時間加熱した。反応溶液に水を加え、酢酸エチル
で抽出を行い、有機層を飽和炭酸水素ナトリウム水溶液と飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナ
トリウムで乾燥させた後、有機溶媒を除去した。得られた残留物をカラムクロマトグラフィ
ー （ ヘ キ サ ン ： 酢 酸 エ チ ル  =  3:1 ） で 精 製 し 、
N-phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine(4a) (0.152 g, 0.61 mmol, 80%)を白色固体で得
30 
 
た。得られた化合物の 1H NMRスペクトルは、文献値と一致した。  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.57 (1H, d, J = 7.2 Hz), 7.44 (1H, d, J = 6.8 Hz), 7.31-7.23 (4H, m), 
6.99 (2H, d, J = 8.4 Hz), 6.91 (1H, t, J = 7.6 Hz), 3.46 (2H, s); MS (ESI, positive) m/z: 248 [M+H]+; 




5-Methoxy- N -phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine(4b) 4 
文献既知の化合物である。4-methoxy-1-indanone (3b) (0.2 g, 1.23 mmol) と phenyl 
isothiocyanate (4a) (0.15 ml, 1.27 mmol) から4aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロ
マトグラフィー（塩化メチレン）で精製し4b を白色固体として得た (0.268 g, 0.96 mmol, 
78%)。得られた化合物の 1H NMRスペクトルは、文献値と一致した。  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.33-7.23 (4H, m), 7.01 (2H, d, J = 8.4 Hz), 6.91 (1H, t, J = 7.6 Hz), 
6.83 (1H, d, J = 8.0 Hz), 3.89 (3H, s), 3.42 (2H, s); MS (ESI, positive) m/z: 278 [M+H]+; HPLC 




6-Methoxy- N -phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine(4c) 4 
文献既知の化合物である。5-methoxy-1-indanone (3c) (0.123 g, 0.76 mmol)と phenyl 
isothiocyanate (4a) (0.093 ml, 0.78 mmol) から4aと同様の実験手順で反応させた。カラムク
ロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル = 3:1）で精製し4c を白色固体として得た (0.123 
g, 0.44 mmol, 58%)。得られた化合物の 1H NMRスペクトルは、文献値と一致した。 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.50 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.30-7.26 (2H, m), 7.03 (1H, s), 7.02 (2H, d, 
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J = 8.4 Hz), 6.92 (1H, t, J = 7.2 Hz), 6.89 (1H, d, J = 8.4 Hz), 5.89 (1H, bs), 3.85 (3H, s), 3.47 (2H, 
s); MS (ESI, positive) m/z: 278 [M+H]+; HPLC purity: 96.8% (206 nm), retention time: 26.2 min, 
The eluents were mixture of EtOAc and Hexane (1:1). 
 
 
7-Methoxy- N -phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine(4d) 4 
文献既知の化合物である。6-methoxy-1-indanone (3d) (0.123 g, 0.76 mmol)と phenyl 
isothiocyanate (4a) (0.093 ml, 0.78 mmol) から4aと同様の実験手順で反応させた。カラムク
ロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル = 3:1）で精製し4d を白色固体として得た(0.161 
g, 0.58 mmol, 76%)。得られた化合物の 1H NMRスペクトルは、文献値と一致した。  
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.32-7.24 (3H, m), 7.14 (1H, s), 6.98 (2H, d, J = 7.2 Hz), 6.90 (1H, 
dd, J = 7.2, 7.6 Hz), 6.81 (1H, d, J = 8.4 Hz), 3.80 (3H, s), 3.39 (2H, s); MS (ESI, positive) m/z: 278 
[M+H]+; HPLC purity: 91.2% (206 nm), retention time: 29.0 min, The eluents were mixture of 
EtOAc and Hexane (1:1). 
 
 
8-Methoxy- N -phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine(4e)  
7-methoxy-1-indanone (3e) (0.15 g, 0.92 mmol)とphenyl isothiocyanate (4a) (0.12 ml, 0.95 mmol) 
から4aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（塩化メチレン）で精
製し2b を白色固体として得た(0.109 g, 0.39 mmol, 43%)。 
mp: 200-201 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.29-7.22 (3H, m), 7.09 (1H, d, J = 7.6 Hz), 7.06 
(2H, d, J = 8.4 Hz), 6.90 (1H, dd, J = 7.6, 7.6 Hz), 6.86 (1H, d, J = 8.4 Hz), 6.09 (1H, bs), 3.97 (3H, 
s), 3.50 (2H, s); 13C NMR (100MHz, CD3OD) δ 153.2, 150.4, 143.9, 128.6, 127.7, 118.9, 118.0, 
115.3, 108.5, 54.4, 29.3; IR (KBr) 3343, 1597, 1563, 1523, 1498, 1486, 1268, 1070, 770, 744, 691 
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cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C17H15N3O [M+Na]
+: 300.1113, found: 300.1110; HPLC 




6,7-Dimethoxy- N -phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine(4f) 4 
文献既知の化合物である。5,6-dimethoxy-1-indanone (3f) (0.2 g, 1 mmol)とphenyl isothiocyanate 
(4a) (0.12 ml, 1.03 mmol) から4aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィ
ー（メタノール：塩化メチレン = 100:1）で精製し2b を白色固体として得た(0.2133 g, 0.69 
mmol, 69%)。得られた化合物の 1H NMRスペクトルは、文献値と一致した。 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.28 (2H, t, J = 8.0 Hz), 7.20 (1H, s), 7.02 (1H, s), 7.00 (2H, d, J = 
8.0 Hz), 6.93 (1H, dd, J = 7.2, 7.6 Hz), 5.86 (1H, bs), 3.93 (3H, s), 3.92 (3H, s), 3.42 (2H, s); MS 
(ESI, positive) m/z: 308 [M+H]+; HPLC purity: 91.8% (206 nm), retention time: 26.7 min, The 
eluents were mixture of EtOAc and Hexane (7:3). 
 
 
6,7-Methylenedioxy- N -phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (4g) 
5,6-(Methylenedioxy)-l-indano (3g) (0.16 g, 0.91 mmol)とphenyl isothiocyanate (4a) (0.11 ml, 0.94 
mmol) から4aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（塩化メチレン）
で精製し2b を白色固体として得た(0.129 g, 0.44 mmol, 48%)。  
mp: 181-182 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.28 (2H, t, J = 7.2 Hz), 7.08 (1H, s), 6.99 (2H, d, J 
= 8.4 Hz), 6.94-6.90 (2H, m), 6.00 (2H, s), 5.90 (1H, bs), 3.38 (2H, s); 13C NMR (100MHz, CD3OD) 
δ 147.1, 147.0, 143.7, 142.8, 128.6, 119.2, 115.3, 106.4, 101.2, 99.6, 29.2; IR (KBr) 3382, 2896, 
1596, 1528, 1498, 1478, 1269, 1142, 1037, 937, 852, 749, 695, 545 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z 
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calcd. for C17H13N3O2 [M+H]
+: 292.1086, found: 292.1083; HPLC purity: 95.6% (206 nm), 
retention time: 18.5 min, The eluents were mixture of EtOAc and Hexane (1:1). 
 
 
N -(4-Methoxyphenyl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (4h) 
1-indanone (3a) (0.1 g, 0.76 mmol)と4-methoxyphenyl isothiocyanate (4b) (0.11 ml, 0.76 mmol) 
から4aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチ
ル = 5:1）で精製し2b を白色固体として得た (0.153 g, 0.55 mmol, 73%)。 
mp: 145-147 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.57 (1H, d, J = 7.2 Hz), 7.43 (1H, d, J = 7.2 Hz), 
7.29 (1H, t, J = 6.4 Hz), 7.26-7.22 (1H, m), 6.81 (1H, dd, J = 8.6, 3.6 Hz), 3.79 (3H, s), 3.39 (2H, s); 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 154.3, 148.7, 143.8, 136.3, 133.1, 126.7, 126.4, 125.7, 119.4, 118.9, 
118.5, 114.5, 111.1, 55.6, 29.9; IR (KBr) 3394, 3254, 3042, 2360, 1510, 1238, 1033, 818 cm-1; 
HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C17H15N3O [M+H]
+: 278.1293, found: 278.1292; HPLC purity: 
99.1% (206 nm), retention time: 9.6 min, The eluents were mixture of EtOAc and Hexane (1:1). 
 
 
N -(3-Methoxyphenyl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (4i) 
1-indanone (3a) (0.1 g, 0.76 mmol)と3-methoxyphenyl isothiocyanate (4c) (0.11 ml, 0.76 mmol) 
から4aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（メタノール：塩化メ
チレン = 1:5）で精製し2b を白色固体として得た(0.164 g, 0.59 mmol, 80%)。 
mp: 67-69 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.45 (1H, d, J = 7.2 Hz), 7.32 (1H, d, J = 7.2 Hz), 
7.16-7.04 (3H, m), 6.45-6.39 (3H, m), 3.65 (3H, s), 3.31 (2H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 
160.7, 155.3, 148.6, 144.4, 141.8, 133.0, 130.0, 126.7, 126.5, 125.7, 119.5, 112.4, 108.6, 105.7, 
101.7, 55.1, 30.2; IR (KBr) 3383, 2360, 1602, 1525, 1495, 1203, 1159, 1045, 846, 765, 691 cm-1; 
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HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C17H15N3O [M+H]
+: 278.1293, found: 278.1290; HPLC purity: 
99.0% (206 nm), retention time: 7.9 min, The eluents were mixture of EtOAc and Hexane (1:1). 
 
 
N -(3,4-Dimethoxyphenyl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (4j) 
1-indanone (3a) (0.1 g, 0.76 mmol)と3,4-Dimethoxyphenyl isothiocyanate (4d) (0.15 g, 0.76 mmol) 
から4aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチ
ル = 3:1）で精製し2b を白色固体として得た(0.175 g, 0.57 mmol, 75%)。 
mp: 188-190 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.58 (1H, d, J = 5.2 Hz), 7.45 (1H, d, J = 5.2 Hz), 
7.31-7.26 (2H, m), 6.81 (1H, dd, J = 8.6, 3.6 Hz), 6.68 (1H, s), 6.59 (1H, d, J = 8.4 Hz); 13C NMR 
(100 MHz, DMSO-d6): δ 149.8, 148.9, 142.1, 138.6, 127.1, 126.5, 126.2, 119.0, 114.0, 107.1, 101.6, 
56.7, 55.7, 29.7; IR (KBr) 3307, 2907, 2362, 1598, 1513, 1298, 1230, 1133, 1021, 840, 764, 729 
cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C18H17N3O2 [M+H]
+: 308.1399, found: 308.1400; HPLC 




N -(Benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (4k) 
1-indanone (3a) (0.1 g, 0.76 mmol)と3,4-methylenedioxyphenyl isothiocyanate (4e) (0.135 g, 0.76 
mmol) から4aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢
酸エチル = 5:1）で精製し2b を白色固体として得た(0.166 g, 0.57 mmol, 76%)。 
mp: 184-186 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.58 (1H, d, J = 7.2 Hz), 7.46 (1H, d, J = 7.6 Hz), 
7.33 (1H, t, J = 7.2 Hz), 7.29-7.25 (1H, m), 6.74 (1H, d, J = 8.4 Hz), 6.68 (1H, d, J = 2.0 Hz), 6.50 
(1H, dd, J = 8.2, 2.4 Hz), 5.93 (2H, s), 3.44 (2H, s); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 148.9, 147.9, 
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140.0, 139.4, 127.1, 126.5, 126.3, 119.1, 108.8, 107.6, 100.8, 98.3, 39.3, 29.6; IR (KBr) 3292, 2898, 
2360, 1635, 1616, 1538, 1500, 1486, 1201, 1040, 926, 814, 771, 730 cm-1; HRMS (ESI, positive) 
m/z calcd. for C17H13N3O2 [M+H]
+: 292.1086, found: 292.1083; HPLC purity: 99.4% (206 nm), 
retention time: 7.8 min, The eluents were mixture of EtOAc and Hexane (1:1). 
 
 
N -(2,3-Dihydrobenzo[b][1,4]dioxin-6-yl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (4l) 
1-indanone (3a) (0.1 g, 0.76 mmol)と4f (0.15 g, 0.76 mmol) から4aと同様の実験手順で反応さ
せた。カラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル = 5:1）で精製し2b を白色固体
として得た(0.133 g, 0.44 mmol, 60%)。 
mp: 98-100 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.57 (1H, d, J = 7.6 Hz), 7.44 (1H, d, J = 6.8 Hz), 
7.31 (1H, t, J = 7.2 Hz), 7.27-7.23 (1H, m), 6.78 (1H, d, J = 8.4 Hz), 6.61 (1H, d, J = 2.8 Hz), 6.52 
(1H, dd, J = 8.8, 2.8 Hz), 4.26-4.21 (4H, m), 3.44 (2H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 155.2, 
148.7, 143.8, 142.9, 137.8, 137.2, 133.1, 126.6, 126.3, 125.7, 119.5, 117.4, 111.3, 110.5, 106.0, 64.6, 
64.2, 30.1; IR (KBr) 3384, 2361, 1618, 1508, 1304, 1241, 1206, 1068, 887, 846 cm-1; HRMS (ESI, 
positive) m/z calcd. for C18H15N3O2 [M+H]
+: 306.1243, found: 306.1244; Anal. Calcd for 
C18H15N3O2: C: 70.81, H: 4.95, N: 13.76, O: 10.48, found, C: 70.52, H: 5.16, N: 13.51; HPLC 







In vivo実験にはヒト子宮頸癌細胞(HeLa 細胞)を使用した。この細胞は Biomedical Research 
の Cel Resource Center から手に入れた。HeLa細胞は 10% FBS (HyClone) 、100 Units/ml の
ペニシリンと100 μg/ml のストレプトマイシン (Invitrogen, Carlsbad, CA) を含んだ RPMI - 

















12穴マルチプレートに2.5 x 105 cels/1 mlの濃度でHeLa細胞を播種し、化合物を加えたの
ちにNormoxiaで1時間培養後し、Hypoxiaで4時間培養した。メディウムを取り除き、lysis 
bufer (20 mM HEPES, pH 7.4, 1% Triton X-100, 10% glycerol, 1 mM EDTA, 5 mM sodium 
fluoride, 2.5 mM p-nitrophenylene phosphate, 10 μg/ml phenylmethylsulfonylfluoride, 1 mM 
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sodium vanadate, and 10 μg/ml leupeptin)を80 μl加えて細胞を溶解し、sample bufer (50 mM Tris, 
pH 7.4, 20% SDS, 50% glycerol, 20% 2-thioethanol, 50 μg/ml bromophenol blue)を20μl加えて、
超音波、熱変性処理を行った。細胞ライセートを 10% SDS－ポリアクリルアミドゲル電気
泳動によってタンパク質を分離し、ポリフッ化ビニリデン（PVDF）メンブレンに転写した。
メンブレンを抗HIF-1α抗体（BD Transduction Laboratories, Lexington, KY）、抗チューブリン
抗体（Santa Cruz Biotechnology, Inc.）で処理し、さらにHRP結合2次抗体で処理した。メン
ブレンをECL kit（GE healthcare Buckinghashire , UK)）で処理し、タンパク質をMolecular 
Imager ChemiDoc XRS System (Bio-Rad, Hercules,CA)で可視化した 
 
逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR : Reverse transcription polymerase chain reaction） 
12穴マルチプレートに2.5 x 105 cels/1 mlの濃度でHeLa細胞を播種し、化合物を加えたの
ちに Normoxiaで 1時間培養後し、Hypoxiaで 4時間培養した。メディウムを取り除き、
ISOGEN I (Wako Pure Chemicals, Osaka, Japan)を用いて付属のプロトールに従い全RNAを
抽出した。抽出したRNA(1 μg)、5 μM random hexamer oligonucleotides (Promega, Madison, WI) 、 
2.5 mM dNTP (Bioline, London, UK)を加えて40 ºC で50分間逆転写反応させた。ポリメラー
ゼ連鎖反応（PCR）に用いたプライマー はHIF-1αが5’-CTC AAA GTC GGA CAG CCT CA-3’ 
(sense) と5’-CCC TGC AGT AGG TTT CTG CT-3’ (antisense)、VEGFが5’-GCT CTA CCT CCA 
CCA TGC CAA-3’ (sense)と5’-TGG AAG ATG TCC ACC AGG GTC-3’ (antisense)、GAPDHが
5’-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3’ (sense)と5’- TCC CCA CCC TGT TGC TGT A -3’ 
(antisense)を使用した。10 μlのtemplate DNA、40 μlのPCR bufer (10 mM Tris-HCl, pH 8.3, 50 
mM KCl, and 1.5 mM MgCl2)、それぞれのプライマー(0.2 μM)、dNTP (0.2 mM)、BIOTAQTM 
DNAポリメラーゼ(1.25 units) (Bioline)を用いてPCRを行った。PCRの条件は最初に94 ºC




反応にはPCR thermal cycler (Astec, Fukuoka, Japan)を使用した。PCRご10 μlの反応混合物を
2%アガロースゲルを用いた電気泳動で分離し、ethidium bromideによる染色を行い、HIF-1α、















Hypoxiaで4時間化合物処理した細胞をlysis bufer (10 mM HEPES-KOH, pH = 7.4, 142.5 mM 
KCl, 5 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 0.5% NP-40, 5 mM sodium fluoride, 2.5 mM p-nitrophenylene 
phosphate, 10 μg/ml phenylmethylsulfonylfluoride, 1 mM sodium, and 10 μg/ml leupeptin)を用い
て溶解させた。得られた細胞溶解液を4 ºC、13200 rpmの条件で20分遠心した。遠心後に
上清を回収し、Protein A/G plus-Agarose (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)を加えて4 
ºC、1時間反応させ、4 ºC、13200 rpmの条件で20分遠心した。上清を回収後、抗HIF-1α
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生物活性を示すインデノピラゾール化合物としてはChk (checkpoint kinase) 1阻害剤 1, 2、 
CDK (cyclin-dependent kinase) 阻害剤 3, 4、PDGFR (platelet-derived grows factor receptor) チロ
シンキナーゼ阻害剤 5、EGFR (epidermal growth factor receptor) とVEGFR (vascular endothelial 
growth factor receptor)-2 チロシンキナーゼの阻害剤 6 などが報告されているのみである。 
 









































Scheme 3-1. インダノン誘導体の合成 
 
Reagents and conditions: (a)TBSCl, Imidazol, DMF, 95%. (b) EtI, K2CO3, DMF, 97% 
 
Scheme 3-2. アニリン誘導体の合成 
 
Reagents and conditions: (a)TBSCl, Imidazole, DMF, 93-99%. (b) H2NNH2
.H2O, FeCl3, charcoal, 




Scheme 3-3. フェニルイソチオシアナート誘導体の合成 
 











Scheme 3-4. インデノピラゾール誘導体の合成 
 
Reagents and conditions: (a) LiHMDS, THF, 12 h. (b) H2NNH2
.H2O, AcOH, reflux, 24 h, 



















4a >100 >100 >100
4c 8.9 ± 0.37 35.6 ± 4.8 26.6 ± 1.4
18a 20.4 ± 1.19 60.2± 12.7 56.8 ± 5.2
18c >100 >100 >100




































4c 8.9 ± 0.37 35.6 ± 4.8 26.6 ± 1.4
18e >100 >100 >100
18g 7.1 ± 0.15 8.6 ± 1.2 10.9 ± 0.9
18h 32.0 ± 1.21 >100 86.2 ± 10.4
18i 2.8 ± 0.16 4.7 ± 0.5 6.53 ± 0.96
18j >100 >100 >100
18k >100 90.9 ± 3.8 86.3 ± 5.4
18l 3.20 ± 0.05 7.0± 1.1 7.4± 0.6
18m
(GN39482)
2.47 ± 0.07 2.64 ± 0.07 2.7 ± 0.2
18n >100 >100 >100
18o 19.95 ± 1.01 50.5 ± 7.4 56.6 ± 1.6
4i >100 >100 >100
HeLa PC3 HCT116









的としてMorphobase profiling7 とChemProteoBase profiling8, 9を行った。 
















































































































































  THF 和光純薬株式会社   DMF 和光純薬株式会社 
試薬 特に記載のない限り、市販のものを用いた。 
 




1H NMR、13C NMR Bruker biospin AVANCE I (400 MHz) 




IR   JASCO FT/IR-4100 
MASS  Shimadzu LCMS-2010EV 
Bruker Daltonics micro TOF-15 focus 
HPLC  島津高速液体クロマトグラフ(RID-10A, SPD-10A VP, SCL-10A VP,  
LC-10AT VP, FCV-10AL VP, DGU-20A3) 
使用カラムHiber LiChrosorb Si60 5 μm (Cica-MERCK) 






5-hydroxy-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (0.148 g, 1 mmol)とimidazole (0.272 g, 4 mmol)とTBSCl 
(0.301 g, 2 mmol)をDMF (5 ml) に溶かし、室温で一晩撹拌した。反応溶液に水を加え、酢酸
エチルで抽出を行い、有機層を水と飽和食塩水で洗浄した。有機層を無水硫酸ナトリウ
ムで乾燥させた後、有機溶媒を除去した。得られた残留物をカラムクロマトグラフィー
（ ヘ キ サ ン ： 酢 酸 エ チ ル  = 20:1 ） で 精 製 し 、
5-(tert-butyldimethylsilyl)oxy)-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (10a) を白色固体で得た (0.249 g, 
0.95 mmol, 95%)。 
mp: 66-67 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.65 (1H, d, J = 8.0 Hz), 6.85 (1H, s), 6.82 (1H, d, J = 
8.4 Hz), 3.06 (2H, t, J = 5.6 Hz), 2.66 (2H, t, J = 5.6 Hz), 0.99 (9H, s), 0.24 (6H, s); 13C NMR (100 
MHz, CDCl3): δ 205.2, 161.8, 157.8, 130.9, 125.2, 120.2, 116.9, 36.4, 25.6, 25.5, 18.2, -4.4; IR 
(NaCl) 2955, 2930, 2886, 2859, 2360, 1711, 1603, 1485, 1472, 1442, 1301, 1267, 1140, 1091, 1031, 






窒素ガス雰囲気化、5-hydroxy-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (0.09 g, 0.6 mmol)とEtI (0.074 ml, 




5-ethoxy-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (10b)を白色固体で得た (0.103 g, 0.58 mmol, 97%)。 
mp: 83-84 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.68 (1H, d, J = 9.2 Hz), 6.90-6.88 (2H, m), 4.11 (2H, 
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q, J = 7.2 Hz), 3.08 (2H, t, J = 5.6 Hz), 2.67 (2H, t, J = 5.6 Hz), 1.45 (3H, t, J = 7.2 Hz); 13C NMR 
(100 MHz, CDCl3): δ 205.1, 164.6, 158.1, 130.1, 125.1, 115.6, 110.1, 63.9, 36.3, 25.8, 14.6; IR 
(NaCl) 2983, 2940, 2359, 1700, 1605, 1488, 1473, 1435, 1401, 1308, 1272, 1255, 1146, 1111, 1092, 
1025, 947, 870, 847, 824, 815, 754, 645 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C11H12O2 








ル = 100:1）で精製しtert-butyldimethyl(3-nitrophenoxy)silane (12)を無色の油状物として得た 
(1.45 g, 5.7 mmol, 95%)。 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.83 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.66 (1H, s), 7.83 (1H, dd, J = 8.4, 8.0 Hz), 
7.16 (1H, d, J = 8.0 Hz), 1.00 (9H, s), 0.25 (6H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 156.4, 149.1, 
129.9, 126.4, 116.3, 114.9, 25.5, 18.1, -4.6; IR (NaCl) 3735, 2956, 2931, 2859, 2360, 1615, 1578, 
1531, 1481, 1350, 1306, 1282, 1253, 1083, 1002, 963, 884, 849, 782, 741, 675 cm-1; HRMS (ESI, 
positive) m/z calcd. for C12H19NO3Si [M+Na]




tert-butyldimethyl(3-nitrophenoxy)silane (12) (1.45 g, 5.7 mmol)、hydrazine monohydrate (1.11 g, 





3-(tert-butyldimethylsilyl)oxy)aniline (13a)を明褐色の油状物として得た(0.929 g, 4.2 mmol, 
74%)。 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.99 (1H, dd, J = 8.0, 8.0 Hz), 6.30 (1H, d, J = 8.0 Hz), 6.26 (1H, d, 
J = 8.0 Hz), 6.19 (1H, s), 3.59 (2H, bs), 0.96 (6H, s), 0.19 (6H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 
156.7, 147.7, 129.9, 110.4, 108.5, 107.1, 25.7, 18.2, -4.4; IR (NaCl) 3735, 3376, 2956, 2930, 2858, 
2360, 1599, 1493, 1472, 1313, 1285, 1256, 1194, 1155, 981, 847, 781, 688 cm-1; HRMS (ESI, 
positive) m/z calcd. for C12H21NOSi [M+H]








ル = 50:1）で精製し1-isobutoxy-3-nitrobenzene (14)を無色の油状物として得た(0.193 g, 0.99 
mmol, 99%)。 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.80 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.72 (1H, s), 7.41 (1H, dd, J = 8.4, 8.0 Hz), 
7.22 (1H, d, J = 8.4 Hz), 3.80 (2H, d, J = 6.4 Hz), 2.17-2.07 (1H, m), 1.05 (6H, d, J = 6.8 Hz); 13C 
NMR (100 MHz, CDCl3): δ 159.8, 149.1, 129.8, 121.4, 115.3, 108.7, 75.0, 28.1, 19.1; IR (NaCl) 
3734, 2961, 2874, 2360, 1617, 1578, 1528, 1470, 1350, 1219, 1286, 1245, 1031, 810, 738, 671 cm-1; 
HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C10H13NO3 [M+Na]





水素ガス雰囲気化1-butoxy-3-nitrobenzene (14) (0.193 g, 0.99 mmol)とPd/C (0.07 g)をMeOH (5 
ml)に懸濁させ、室温で一晩撹拌した。反応溶液をセライトろ過し、有機溶媒を除去した。
得られた残留物をカラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル = 30:1）で精製し
3-isobutoxyaniline (13b)を褐色固体として得た(0.126 g, 0.76 mmol, 77%)。 
mp: 39-40 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.04 (1H, dd, J = 8.0, 8.0 Hz), 6.33-6.25 (3H, m), 3.68 
(2H, d, J = 6.4 Hz), 3.63 (2H, bs), 2.10-2.01 (1H, m), 1.01 (6H, d, J = 6.4 Hz); 13C NMR (100 MHz, 
CDCl3): δ 160.5, 147.9, 130.1, 107.8, 104.7, 101.8, 74.3, 28.3, 19.3; IR (NaCl) 3457, 3373, 3220, 
2958, 2872, 1624, 1600, 1459, 1468, 1394, 1329, 1288, 1193, 1156, 1036, 838, 763, 686 cm-1; 
HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C10H15NO [M+H]








= 40:1）で精製し2-(tert-butyldimethylsilyl)oxy)aniline (13c)を褐色の油状物として得た(0.208 
g, 0.93 mmol, 93%)。 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.81-6.71 (3H, m), 6.64-6.60 (1H, m), 3.69 (2H, bs), 1.02 (9H, s), 
0.24 (6H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 1423.0, 138.3, 122.0, 118.6, 118.4, 115.7, 25.9, 18.3, 
-4.2; IR (NaCl) 3734, 3480, 3376, 2955, 2930, 2884, 2857, 2360, 1614, 1505, 1472, 1457, 1276, 
1257, 1227, 923, 832, 781, 742 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C12H21NOSi [M+H]
+: 
224.1465, found: 224.1466. 
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Methyl 3-aminobenzoate (13d)12 




ー（ヘキサン：酢酸エチル = 3:1）で精製しmethyl 3-aminobenzoate (13d)を黄色の油状物
として定量的に得た。 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.42 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.25 (1H, s), 7.21 (1H, dd, J = 8.0, 7.6 Hz), 
6.86 (1H, d, J = 7.6 Hz), 3.89 (3H, s), 3.77 (2H, bs); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 167.4, 146.8, 
130.9, 119.4, 119.4, 115.7, 52.0; IR (NaCl) 3734, 3370, 2951, 2360, 1715, 1624, 1603, 1491, 1459, 
1434, 1318, 1294, 1240, 1101, 996, 881, 754 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C8H9NO2 




2-(tert-butyldimethylsilyl)oxy)aniline (13c) (0.208 g, 0.93 mmol)と phenyl chlorothionoformate 
(0.065 ml, 0.47 mmol)をTHF (5 mL)に溶かし、室温で2時間反応させた。反応溶液に水を加
え、酢酸エチルで抽出を行い、有機層を水と飽和食塩水で洗浄した。有機層を無水硫酸
ナトリウムで乾燥させた後、有機溶媒を除去した。窒素雰囲気化、得られた残留物toluene 
(5 ml)に溶かし、TEA (0.13 ml, 0.9 mmol)とCl3SiH (0.09 ml, 0.9 mmol)を加え、室温で2時間
反応させた。反応溶液に水を加え、酢酸エチルで抽出を行い、有機層を水と飽和食塩水で
洗浄した。有機層を無水硫酸ナトリウムで乾燥させた後、有機溶媒を除去した。得られ




1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.16-7.11 (2H, m), 6.92-6.87 (2H, m), 1.03 (9H, s), 0.29 (6H, s); 
13C 
NMR (100 MHz, CDCl3): δ 152.1, 136.6, 128.1, 126.3, 123.0, 121.5, 120.0, 25.7, 18.4, -4.2; IR 
(NaCl) 3734, 2930, 2858, 2360, 2076, 1507, 1490, 1472, 1456, 1289, 1255, 1225, 1109, 943, 891, 
839, 782, 751 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C13H19NOSSi [M+Na]





3-(tert-butyldimethylsilyl)oxy)aniline (13a) (0.929 g, 4.2 mmol)、phenyl chlorothionoformate (0.29 
ml, 2.1 mmol)、TEA (0.47 ml, 3.4 mmol)、Cl3SiH (0.34 ml, 3.4 mmol) から17aと同様の実験手
順で反応させた。カラムクトマトグラフィー(ヘキサン：酢酸エチル = 100:1)で精製し
tert-butyl(3-isothiocyanatophenoxy)dimethylsilane (17b)を無色の油状物として定量的に得た。 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ7.18 (1H, dd, J = 8.0, 8.4 Hz), 6.84 (1H, d, J = 8.0 Hz), 6.76 (1H, d, J 
= 8.0 Hz), 6.69 (1H, s), 0.98 (9H, s), 0.21 (6H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ156.5, 135.1, 
131.9, 130.1, 119.5, 118.9, 117.4, 25.6, 18.1, -4.2; IR (NaCl) 3734, 2955, 2930, 2858, 2360, 2112, 
1592, 1486, 1472, 1294, 1254, 1184, 1153, 1006, 888, 839, 780, 680 cm-1; HRMS (ESI, positive) 
m/z calcd. for C13H19NOSSi [M+H]




3,5-dimethoxyaniline (0.153 g, 1 mmol)、phenyl chlorothionoformate (0.07 ml, 0.5 mmol)、TEA 
(0.11 ml, 0.77 mmol)、Cl3SiH (0.08 ml, 0.77 mmol) から17aと同様の実験手順で反応させた。 
カラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル = 80:1）で精製し
1-isothiocyanato-3,5-dimethoxybenzene (17c) を白色固体として得た(0.0896 g, 0.49 mmol, 96%)。 
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mp: 48-49 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.37 (3H, s), 3.77 (3H, s); 
13C NMR (100 MHz, 
CDCl3): δ 161.1, 135.4, 132.5, 104.0, 100.3, 55.5; IR (NaCl) 3099, 3006, 2967, 2941, 2840, 2360, 
2147, 1598, 1458, 1422, 1353, 1304, 1208, 1192, 1156, 1062, 1006, 927, 853, 826, 813, 769, 672 
cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C9H9NO2S [M+H]
+: 196.0427, found: 196.0432. 
 
 
Methyl 3-isothiocyanatobenzoate (17d) 
methyl 3-aminobenzoate (13d) (0.151 g, 1 mmol)、phenyl chlorothionoformate (0.07 ml, 0.5 mmol)、
TEA (0.17 ml, 1.2 mmol)、Cl3SiH (0.12 ml, 1.2 mmol) から17aと同様の実験手順で反応させた。
カラムクトマトグラフィー(ヘキサン：酢酸エチル = 50:1)で精製し methyl 
3-isothiocyanatobenzoate (17d)を無色の油状物として定量的に得た。 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.91 (1H, d, J = 7.2 Hz), 7.89 (1H, s), 7.46-7.38 (2H, m), 3.94 (3H, 
s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 165.3, 137.1, 131.7, 129.6, 128.1, 126.6, 52.4; IR (NaCl) 3734, 
2955, 2360, 2090, 1727, 1582, 1443, 1292, 1224, 1104, 1077, 1000, 949, 752, 721, 675 cm-1; HRMS 
(ESI, positive) m/z calcd. for C9H7NO2S [M+H]




3-isobutoxyaniline (13b) (0.151 g, 1 mmol)、chlorothionoformate (0.05 ml, 0.38 mmol)、TEA (0.15 
ml, 1.1 mmol)、Cl3SiH (0.11 ml, 1.1 mmol) から17aと同様の実験手順で反応させた。カラム
ク ト マ ト グ ラ フ ィ ー (ヘ キ サ ン ： 酢 酸 エ チ ル  = 100:1)で 精 製 し
1-isobutoxy-3-isothiocyanatobenzene (17e)を黄色の油状物として定量的に得た。 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.22 (1H, dd, J = 8.0, 8.0 Hz), 6.83-6.79 (2H, m), 6.74 (1H, s), 3.70 
(2H, d, J = 6.4 Hz), 2.13-2.03 (1H, m), 1.02 (6H, d, J = 6.4 Hz); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 
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160.0, 135.3, 132.0, 130.1, 117.8, 114.2, 111.7, 74.6, 28.2, 19.2; IR (NaCl) 2959, 2872, 2100, 1600, 
1488, 1470, 1394, 1313, 1287, 1267, 1185, 1155, 1038, 977, 842, 819, 769, 679 cm-1; HRMS (ESI, 
positive) m/z calcd. for C11H13NOS [M+H]
+: 208.0791, found: 208.0796. 
 
 
6-Ethoxy-N-phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18a)  
窒素雰囲気下、5-ethoxy-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (10b) (0.103 g, 0.58 mmol)  と phenyl 
isothiocyanate (0.07 ml, 0.58 mmol) をTHF（5 ml）に溶かした。1.6 M n-BuLi ヘキサン溶液 
(0.36 ml, 0.58 mmol) と(0.12 ml, 0.58 mmol) を0 ºCで30分撹拌して調製したLiHMDSを反
応溶液に室温で滴下した。室温で 12時間撹拌した後、反応溶液に hydrazine monohydride 




(18a)を黄色固体で得た(0.0825 g, 0.28 mmol, 48%)。 
mp: 74-75 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.38 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.21 (2H, dd, J = 7.6, 8.4 Hz), 
6.94 (1H, s), 6.90-6.85 (3H, m), 6.72 (1H, d, J = 8.4 Hz), 4.00 (2H, q, J = 7.2 Hz), 3.33 (2H, s), 1.41 
(3H, t, J = 7.2 Hz); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 158.2, 155.3, 150.7, 143.1, 141.8, 129.2, 126.2, 
120.1, 120.0, 116.1, 112.8, 112.4, 110.9, 63.6, 30.4, 14.9; IR (NaCl) 3734, 3053, 2979, 2900, 2360, 
1600, 1540, 1508, 1497, 1464, 1394, 1309, 1241, 1111, 1043, 981, 952, 824, 748, 693 cm-1; HRMS 
(ESI, positive) m/z calcd. for C18H17N3O [M+H]
+: 292.1444, found: 292.1445; HPLC purity: 99.7% 






5-(tert-butyldimethylsilyl)oxy)-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (10a) (0.249 g, 0.95 mmol)、phenyl 
isothiocyanate (0.11 ml, 0.95 mmol)から18aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマト
グラフィー（ヘキサン：酢酸エチル = 2:1）で精製し 6-(tert-butyldimethylsilyl)oxy) 
-N-phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18b)を明褐色固体として得た(0.197 g, 0.52 
mmol, 55%)。 
mp: 93-94 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.42 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.28-7.25 (3H, m), 6.99 (2H, 
d, J = 8.0 Hz), 6.94 (1H, s), 6.91 (1H, dd, J = 7.6, 7.2 Hz), 6.78 (1H, d, J = 8.0 Hz), 6.01 (1H, bs), 
3.41 (2H, s), 0.99 (9H, s), 0.21 (6H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 155.3, 154.9, 150.7, 143.1, 
141.9, 129.2, 126.8, 120.08, 120.05, 118.5, 117.9, 116.1, 111.4, 30.2, 25.7, 18.2, -4.4; IR (NaCl) 
3181, 3051, 2955, 2929, 2896, 2858, 2360, 1600, 1530, 1497, 1463, 1444, 1418, 1396, 1281, 1250, 
1086, 957, 841, 780, 745, 692 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C22H27N3OSi [M+H]
+: 




e (18d)  
5-methoxy-1-indanone (0.078 g, 0.48 mmol)、tert-butyl(2-isothiocyanatophenoxy)dimethylsilane 
(17a) (0.127 g, 0.48 mmol)から18aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフ
ィー（ヘキサン：酢酸エチル = 5:1）で精製し N-(2-(tert-butyldimethylsilyl)oxy)phenyl) 
-6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18b)を黄色固体として得た(0.0565 g, 0.14 
mmol, 29%)。 
mp: 72-73 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.51 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.36 (1H, d, J = 6.8 Hz), 7.04 
(1H, s), 6.95-6.83 (3H, m), 6.76 (1H, dd, J = 8.0, 7.2 Hz), 6.26 (1H, bs), 3.85 (3H, s), 3.48 (2H, s), 
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1.06 (9H, s), 0.28 (6H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 158.9, 153.9, 150.7, 143.2, 142.7, 134.9, 
126.2, 121.9, 120.0, 119.5, 118.1, 115.2, 112.2, 112.1, 111.9, 55.5, 29.8, 25.9, 18.3, -4.3; IR (NaCl) 
3423, 3063, 2929, 2857, 2360, 1598, 1537, 1495, 1460, 1283, 1250, 1106, 1082, 1035, 922, 839, 807, 
782, 752 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C23H29N3O2Si [M+H]





e (18f)  
5-methoxy-1-indanone (0.224 g, 1.38 mmol)、tert-butyl(3-isothiocyanatophenoxy)dimethylsilane 
(17b) (0.366 g, 1.38 mmol)から18aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフ
ィー（ヘキサン：酢酸エチル = 2:1）で精製し N-(3-(tert-butyldimethylsilyl)oxy)phenyl)- 
6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18f)を黄色固体として得た(0.386 g, 0.946 
mmol, 68%)。 
mp: 136-137 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ7.50 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.10 (1H, dd, J = 8.0, 8.0 
Hz), 7.03 (1H, s), 6.87 (1H, d, J = 6.8 Hz), 6.61 (1H, d, J = 6.8 Hz), 6.52 (1H, s), 6.40 (1H, d, J = 8.0 
Hz), 5.94 (1H, bs), 3.85 (3H, s), 3.47 (2H, s), 0.97 (9H, s), 0.19 (6H, s); 13C NMR (100 MHz, 
CDCl3): δ 158.9, 156.7, 155.1, 150.7, 144.4, 141.8, 129.8, 126.3, 120.1, 112.1, 111.9, 111.8, 109.4, 
108.0, 55.4, 30.4, 25.7, 18.1, -4.4; IR (NaCl) 3063, 2954, 2929, 2858, 2360, 1600, 1524, 1490, 1471, 
1310, 1283, 1250, 1181, 1155, 1083, 1035, 992, 871, 838, 781 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. 
for C23H29N3O2Si [M+H]






6-Methoxy-N-(2-methoxyphenyl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18h)  
5-methoxy-1-indanone (0.08 g, 0.5 mmol)、1-isothiocyanato-2-methoxybenzene (0.082 mg, 0.5 
mmol)から18aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（ヘキサン：
酢酸エチル = 2:1）で精製し 6-methoxy-N-(2-methoxyphenyl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c] 
pyrazol-3-amine (29)を明黄色固体として得た(0.0615 g, 0.2 mmol, 40%)。 
mp: 182-183 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.55 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.06 (1H, s), 6.97-6.86 
(5H, m), 6.39 (1H, bs), 3.94 (3H, s), 3.87 (3H, s), 3.53 (2H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ159.0, 
155.0, 150.7, 147.3, 141.6, 133.0, 126.5, 121.1, 120.0, 119.5, 114.3, 112.4, 112.0, 112.0, 110.2, 55.6, 
55.5, 30.1; IR (NaCl) 3064, 2933, 2834, 2360, 1600, 1532, 1461, 1310, 1283, 1245, 1112, 1030, 979, 
817, 746 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C18H17N3O2 [M+H]
+: 308.1394, found: 
308.1399; HPLC purity: 99.9% (254 nm), retention time: 6.9 min, The eluents were mixture of 
MeOH and CH2Cl2 (1:9). 
 
 
6-Methoxy-N-(3-methoxyphenyl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18i)  
5-methoxy-1-indanone (0.1 g, 0.62 mmol)、3-methoxyphenyl isothiocyanate (0.087 ml, 0.62 mmol)
から18aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（塩化メチレン：メ
タノール = 30:1）で精製し 6-methoxy-N-(3-methoxyphenyl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c] 
pyrazol-3-amine (18i)を白色固体として得た(0.113 g, 0.37 mmol, 60%)。 
mp: 153-154 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ7.50 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.19 (1H, dd, J = 8.4, 8.4 
Hz), 7.04 (1H, s), 6.88 (1H, d, J = 8.4 Hz), 6.60-6.59 (2H, m), 6.49 (1H, d, J = 7.6 Hz), 6.07 (1H, bs), 
3.86 (3H, s), 3.79 (3H, s), 3.49 (2H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ160.7, 158.9, 155.0, 150.7, 
144.5, 141.7, 130.0, 126.2, 120.0, 112.3, 111.9, 111.7, 108.6, 105.6, 101.7, 55.5, 55.2, 30.3; IR 
(NaCl) 3004, 2904, 2834, 2360, 1601, 1524, 1494, 1310, 1284, 1248, 1202, 1158, 1082, 1034, 980, 
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840, 756, 688 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C18H17N3O2 [M+H]
+: 308.1394, found: 
308.1389; HPLC purity: 97.7% (254 nm), retention time: 7.7 min, The eluents were mixture of 
MeOH and CH2Cl2 (1:9). 
 
 
6-Methoxy-N-(4-methoxyphenyl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18j)  
5-methoxy-1-indanone (0.2 g, 0.1.23 mmol)、4-methoxyphenyl isothiocyanate (0.17 ml, 1.23 mmol)
から18aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エ
チル = 1:1）で精製し6-methoxy-N-(4-methoxyphenyl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine 
(18j)を白色固体として得た(0.141 g, 0.46 mmol, 37%)。 
mp: 137-138 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ7.50 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.05-7.03 (3H, m), 
6.89-6.87 (3H, m), 5.81 (1H, bs), 3.86 (3H, s), 3.82 (3H, s), 3.40 (2H, s); 13C NMR (100 MHz, 
CDCl3): δ158.8, 155.5, 154.2, 150.8, 143.3, 136.5, 126.5, 120.1, 118.8, 114.5, 112.1, 111.8, 109.6, 
55.6, 55.4, 30.3; IR (NaCl) 3182. 2903, 2832, 2360, 1615, 1509, 1466, 1310, 1282, 1240, 1179, 
1082, 1034, 979, 819, 757 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C18H17N3O2 [M+H]
+: 308.1394, 
found: 308.1393; HPLC purity: 97.9% (254 nm), retention time: 11.0 min, The eluents were mixture 
of MeOH and CH2Cl2 (3:97). 
 
 
N-(3,4-Dimethoxyphenyl)-6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18k)  
5-methoxy-1-indanone (0.2 g, 0.1.23 mmol)、3,4-dimethoxyphenyl isothiocyanate (0.24 g, 1.23 
mmol)から18aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（塩化メチレ
ン ： メ タ ノ ー ル  = 100:1） で 精 製 し 6- N-(3,4-dimethoxyphenyl)-6-methoxy- 




mp: 102-103 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ7.51 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.04 (1H, s), 6.89 (1H, d, J 
= 8.4 Hz), 6.83 (1H, d, J = 8.4 Hz), 6.71 (1H, s), 6.61 (1H, d, J = 8.4 Hz), 5.85 (1H, bs), 3.88 (3H, s), 
3.86 (6H, s), 3.42 (2H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ158.9, 155.5, 150.7, 149.7, 143.6, 143.0, 
137.0, 126.3, 120.0, 112.4, 112.2, 111.9, 109.9, 108.7, 102.6, 56.4, 55.7, 55.4, 30.3; IR (NaCl) 3337, 
3014, 2934, 2833, 1612, 1511, 1466, 1310, 1282, 1232, 1165, 1134, 1082, 1027, 980, 752 cm-1; 
HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C19H19N3O3 [M+H]
+: 338.1499, found: 338.1503; HPLC 




N-(3,5-Dimethoxyphenyl)-6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18l)  
5-methoxy-1-indanone (0.08 g, 0.49 mmol)、1-isothiocyanato-3,5-dimethoxybenzene (17c) (0.0896 g, 
0.49 mmol)から18aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（ヘキサ
ン ： 酢 酸 エ チ ル  = 1:1） で 精 製 し N-(3,4-dimethoxyphenyl)-6-methoxy- 
1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18l)を明褐色固体として得た(0.0827 g, 0.245 mmol, 
50%)。 
mp: 88-89 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): 7.52 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.06 (1H, s), 6.90 (1H, d, J = 
8.4 Hz), 6.20 (2H, s), 6.09 (1H, s), 6.00 (1H, bs), 3.87 (3H, s), 3.78 (6H, s), 3.52 (2H, s); 13C NMR 
(100 MHz, CDCl3): δ161.6, 158.9, 155.3, 150.7, 145.1, 141.4, 126.2, 120.0, 112.3, 111.8, 111.6, 94.3, 
92.6, 55.4, 55.2, 30.4; IR (NaCl) 3003, 2935, 2837, 2360, 1600, 1525, 1488, 1310, 1283, 1254, 1202, 
1152, 1066, 1033, 817, 754, 686 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C19H19N3O3 [M+H]
+: 
338.1499, found: 338.1495; HPLC purity: 97.0% (254 nm), retention time: 7.7 min, The eluents 
were mixture of MeOH and CH2Cl2 (1:9). 
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Methyl 3-(6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-yl)amino)benzoate (18m)  
5-methoxy-1-indanone (0.1 g, 0.62 mmol)、methyl 3-isothiocyanatobenzoate (17d) (0.119 g, 0.62 
mmol)から18aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（ヘキサン：
酢酸エチル = 2:1）で精製し methyl 3-(6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-yl) 
amino)benzoate (18m)を白色固体として得た(0.0839 g, 0.25 mmol, 40%)。 
mp: 147-148 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.64 (1H, s), 7.54 (1H, d, J = 7.6 Hz), 7.44 (1H, d, J 
= 8.0 Hz), 7.29 (1H, m), 7.16 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.00 (1H, s), 6.82 (1H, s, J = 8.0 Hz), 6.39 (1H, 
bs), 3.88 (3H, s), 3.28 (3H, s), 3.42 (2H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 167.3, 158.9, 154.8, 
150.7, 143.3, 141.8, 130.9, 129.1, 125.9, 120.9, 120.1, 120.0, 116.4, 112.2, 111.8, 111.2, 55.4, 52.1, 
30.3; IR (NaCl) 3734, 2950, 2360, 1716, 1592, 1540, 1508, 1489, 1472, 1284, 1249, 1107, 1034, 
999, 752, 687 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C19H17N3O3 [M+H]
+: 336.1343, found: 
336.1340; HPLC purity: 98.3% (254 nm), retention time: 7.7 min, The eluents were mixture of 
MeOH and CH2Cl2 (1:9); Anal. Calcd for C19H17N3O3: C: 68.05, H: 5.11, N: 12.53, O: 14.31, found, 
C: 67.81, H: 5.15, N: 12.47. 
 
 
N-(3-Isobutoxyphenyl)-6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18o)  
5-methoxy-1-indanone (0.094 g, 0.58 mmol)、1-isobutoxy-3-isothiocyanatobenzene (17e) (0.12 g, 
0.58 mmol)から18aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（ヘキサ
ン：酢酸エチル = 2:1）で精製し N-(3-isobutoxyphenyl)-6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c] 
pyrazol-3-amine (18o)を明黄色固体として得た(0.113 g, 0.32 mmol, 55%)。 
mp: 76-77 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.50 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.17 (1H, dd, J = 8.0, 8.4 Hz), 
7.04 (1H, s), 6.87 (1H, d, J = 8.4 Hz), 6.58-6.56 (2H, m), 6.48 (1H, d, J = 7.6 Hz), 6.07 (1H, bs), 
3.86 (3H, s), 3.70 (2H, d, J = 6.4 Hz), 3.48 (2H, s), 2.21-2.02 (1H, m), 1.03 (3H, s), 1.00 (3H, s); 13C 
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NMR (100 MHz, CDCl3): δ160.4, 158.9, 155.3, 150.7, 144.4, 141.6, 129.9, 126.3, 120.1, 112.2, 
111.9, 111.4,108.5, 106.3, 102.4, 74.3, 55.4, 30.4, 28.3, 19.3; IR (NaCl) 3162, 2957, 2360, 1598, 
1524, 1494, 1469, 1394, 1310, 1283, 1247, 1192, 1156, 1082, 1034, 980, 839, 757, 688 cm-1; HRMS 
(ESI, positive) m/z calcd. for C21H23N3O2 [M+H]
+: 350.1863, found: 350.1865; HPLC purity: 95.7% 




6-(tert-butyldimethylsilyl)oxy)-N-phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18b) (0.17 g, 




3-(phenylamino)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-6-ol (18c)を明黄色固体で得た(0.114 g, 0.43 
mmol, 96%)。 
mp: 150-151 ºC; 1H NMR (400 MHz, CD3OD): δ 7.41 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.21 (2H, dd, J = 7.6, 7.6 
Hz), 7.00 (2H, d, J = 7.6 Hz), 6.91 (1H, s), 6.80 (1H, dd, J = 7.2, 7.6 Hz), 6.75 (1H, d, J = 8.4 Hz), 
3.38 (2H, s), 3.34 (1H, s); 13C NMR (100 MHz, CD3OD): δ 156.6, 155.6, 151.0, 143.7, 141.6, 128.7, 
125.3, 119.6, 119.3, 115.4, 113.4, 113.0, 110.3, 29.3; IR (KBr) 3376, 3052, 2896, 2810, 2362, 1620, 
1600, 1528, 1497, 1449, 1243, 1104, 1082, 982, 927, 853, 820, 747, 718, 691 cm-1; HRMS (ESI, 
positive) m/z calcd. for C16H13N3O [M+H]
+: 264.1131, found: 264.1132; HPLC purity: 98.3% (254 





2-(6-Methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-yl)amino)phenol (18e)  
N-(2-(tert-butyldimethylsilyl)oxy)phenyl)-6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine 
(18d)  (0.057 g, 0.14 mmol)、1 M TBAF THF溶液 (0.25 ml, 0.25 mmol)から18cと同様の実験
手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（塩化メチレン：メタノール = 50:1）で
精製し2-(6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-yl)amino)phenol (39)を暗緑色固体とし
て得た(0.0195 g, 0.066 mmol, 47%)。 
mp: 196-197 ºC; 1H NMR (400 MHz, CD3OD): δ 7.50 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.10 (1H, d, J = 7.6 Hz), 
7.05 (1H, s), 6.88 (1H, d, J = 8.4 Hz), 6.84-6.72 (3H, m), 3.81 (3H, s), 3.44 (2H, s); 13C NMR (100 
MHz, CD3OD): δ 159.3, 155.5, 150.8, 145.6, 142.0, 131.7, 126.3, 120.1, 119.6, 119.4, 115.6, 114.4, 
112.1, 111.6, 109.8, 54.5, 29.5; IR (KBr) 3368, 3241, 2830, 2682, 2499, 1589, 1510, 1471, 1400, 
1310, 1286, 1246, 1112, 1090, 1038, 862, 808, 738 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for 
C17H15N3O2 [M+H]
+: 294.1237, found: 294.1241; HPLC purity: 98.8% (254 nm), retention time: 
10.7 min, The eluents were mixture of MeOH and CH2Cl2 (1:1). 
 
 
3-(6-Methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-yl)amino)phenol (18g)  
N-(3-(tert-butyldimethylsilyl)oxy)phenyl)-6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine 




mp: 201-202 ºC; 1H NMR (400 MHz,CD3OD): δ 7.52 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.09 (1H, s), 7.05 (1H, dd, 
J = 8.0, 8.0 Hz), 6.90 (1H, d, J = 8.4 Hz), 6.52-6.49 (2H, m), 6.31 (1H, d, J = 8.0 Hz), 3.83 (3H, s), 
3.47 (2H, s); 13C NMR (100 MHz, CD3OD): δ 159.3, 157.9, 155.5, 150.9, 145.1, 141.2, 129.5, 126.4, 
73 
 
119.4, 112.1, 111.6, 110.7, 107.2, 106.4, 102.3, 54.6, 29.5; IR (KBr) 3402, 3347, 3058, 2944, 2900, 
2826, 2703, 1615, 1600, 1543, 1463, 1267, 1250, 1157, 1108, 1075, 1039, 981, 849, 832, 774 cm-1; 
HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C17H15N3O2 [M+H]
+: 294.1237, found: 294.1245; HPLC 




3-(6-Methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-yl)amino)benzoic acid (18n) 
methyl 3-(6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-yl)amino)benzoate (18m) (0.084 g, 0.25 





得た(0.062g, 0.19 mmol, 76%)。 
mp: 239-240 ºC; 1H NMR (400 MHz, CD3OD): 7.65 (1H, s), 7.53 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.47 (1H, d, J 
= 7.6 Hz), 7.27 (1H, dd, J = 7.6, 8.0 Hz), 7.14 (1H, dd, J = 1.2, 8.0 Hz), 7.10 (1H, s), 6.91 (1H, dd, J 
= 2.0, 8.4 Hz), 3.84 (3H, s), 3.50 (2H, s); 13C NMR (100 MHz, CD3OD): δ173.3, 159.2, 155.6, 150.9, 
143.5, 141.2, 137.0, 128.2, 126.4, 120.3, 119.4, 117.9, 116.2, 112.1, 111.5, 110.3, 54.5, 29.5; IR 
(KBr) 3274, 2896, 2833, 1551, 1471, 1391, 1310, 1283, 1245, 1083, 1032, 976, 815, 763, 686 cm-1; 
HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C18H15N3O3 [M+H]
+: 322.1186, found: 322.1182; HPLC purity: 






細胞は 10% FBS (HyClone) 、100 Units/ml のペニシリンと100 μg/ml のストレプトマイシ
ン (Invitrogen, Carlsbad, CA) を含んだ RPMI - 1640 メディウム (Wako) の中で、5% CO2 濃












MorphoBase profiling は報告されている手法に従った 7, 8。srcts-NRK と HeLa 細胞を
poly-D-lysine-coated, black, 96-wel clear-botom plates (Bio-one clear, Greiner)に播種した。化合
物を曝露後、3.7%ホルマリンで細胞を固定し、Hoechst33342 (Sigma-Aldrich)で染色した。明
視野画像と細胞核の画像をIN Cel Analyzer 2000 (GE Healthcare)によって取得した。得られ














ChemProteoBase profilingは報告されている手法に従った 9, 13。HeLa細胞を化合物18mで18
時間処理した。細胞溶解液のプロテオーム解析は2D-DIGE system (GE Healthcare)を用いて





階層的クラスタリング解析を Gene Cluster 3.0 (clustering method; centroid linkage with the 




In vitro tubulin polymerization assay 
In vitro tubulin polymerization assayはTubulin Polymerization Assay Kit (Cytoskeleton)を用いて、
製品の説明書に従って行った。凍結乾燥した豚のtubulinをreaction bufer (80 mM PIPES pH 
6.9, 2 mM MgCl2, 0.5 mM EGTA, 1 mM GTP, 10 μM fluorescent reporter, 20% glycerol)に最終濃








ChemProteoBase profilingは報告されている手法に従った 8, 13。HeLa細胞を化合物で24時間
処理し、エタノールで細胞を固定化し PBSで洗浄後、PI bufer (PBS containing 50 μg/ml 
propidium iodide and 2 μg/mL RNase A (Nacalai Tesque)で30分染色した。DNAの含有量を




12穴マルチプレートに2.5 x 105 cels / mlの濃度でHeLa細胞を撒き、化合物処理を行った後
に、メディウムを取り除き、lysis bufer (20 mM HEPES, pH 7.4, 1% Triton X-100, 10% glycerol, 
1 mM EDTA, 5 mM sodium fluoride, 2.5 mM p-nitrophenylene phosphate, 10 μg/ml 
phenylmethylsulfonylfluoride, 1 mM sodium vanadate, and 10 μg/ml leupeptin)を80 μl加えて細胞
を溶解し、sample bufer (50 mM Tris, pH 7.4, 20% SDS, 50% glycerol, 20% 2-thioethanol, 50 
μg/ml bromophenol blue)を20μl加えて、超音波、熱変性処理を行った。細胞ライセートを10% 
SDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳動によってタンパク質を分離し、ポリフッ化ビニリデ
ン（PVDF）メンブレンに転写した。メンブレンを抗チューブリン抗体（Santa Cruz 
Biotechnology, Inc.）、抗アセチルチューブリン抗体（Santa Cruz Biotechnology, Inc.）、で処理
し、さらにHRP結合2次抗体で処理した。メンブレンをECL kit（GE healthcare Buckinghashire , 
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